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本研究は,平成？年度～10年度科学研究費補助金（基礎研究(q(2))を受け,癌抑制遺伝
子p刃の状態が異なる3種類のヒト骨肉腫細胞株に野生型p刃遺伝子を導入することにより，
細胞増殖能,およびシスプラチンによる殺細胞効果の変化を検討し，さらにDNA修復阻害
物質であるカフェイン併用時のp53蛋白の発現抑制効果と殺細胞効果増強に与える影響に
ついて検討することを目的に行った.正常p53蛋白を発現するOST細胞株では,野生型pa3
遺伝子の導入前後でp53蛋白の発現量,細胞増殖能,およびシスプラチンの殺細胞効果に変
化は認められなかった.また,野生型p丘3遺伝子導入前から認められていたカフェイン併用
時のp53蛋白の発現抑制効果,ならびに殺細胞効果増強に関して変化は認められなかった．
変異型p53蛋白を発現するHOS細胞株では,野生型p刃遺伝子の導入後に細胞増殖速度の低
下が認められたが,P53蛋白の発現量,細胞増殖能,およびシスプラチンの殺細胞効果に変
化は認められず,さらにカフェイン併用時のp53蛋白の発現抑制効果および殺細胞効果増強
に関しても変化は認められなかった･p刃遺伝子が欠失し,P53蛋白の発現を全く認めない
Saos2細胞株では,野生型p刃遺伝子導入後のSaos2/P53細胞株において,p53蛋白の発現が認
められるようになり，細胞増殖速度の低下,およびシスプラチンの殺細胞効果の増強が認め
られた.また,カフェイン併用時のp53蛋白の発現抑制効果ならびに殺細胞効果の増強も認
められた．さらにSaos2/P53細胞株ではSaos2細胞株に比べ,シスプラチン単独処理時,およ
びカフェイン併用時のいずれにおいても，ターミナル・デオキシヌクレオチジル・トラン
スフエラーゼ加ビオチンーデオキシウリジンー5，‐三リン酸ニック末端標識(terminal
deoxynucleotidyl吐血sferase-mediateddeoxyuridine-5'-triphosphate-biotinnickend-labchg,
TUNEL)法ならびに肌Aラダーの観察によりアポトーシス誘導の増強が認められた.以上
の結果から,正常型p53蛋白は細胞周期の調節およびシスプラチン処理時のアポトーシス誘
導を含む多機能な作用を有することが確認された.さらに,カフェイン併用時のシスプラチ
ンに対する殺細胞効果の増強には,正常p53蛋白の発現が必要であることが明らかとなった．
このことから,p"遺伝子の異常のため化学療法に抵抗性を示すヒト骨肉腫症例に対して，
野生型p〃遺伝子を用いた遺伝子治療とカフェイン併用化学療法を行うことにより,抗癌剤
に対する感受性の増強が期待できると考えられた．
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骨肉腫は若年者の四肢に発生し，悪性骨腫瘍の中で最も頻度高い従来は，発見と同
時に四肢の切断・離断術が行われており,5年生存率も20％以下と極めて不良であったが')，
近年の化学療法の導入に伴い治療成績は飛躍的に向上した．最近ではシスプラチンの
術前動脈内投与が有効とされ刈，5年生存率は50～60％までになっている9~の．しかしな
がら，20～30％の骨肉腫は抗癌剤に抵抗性を示し，その克服のためには既存の抗癌剤の
効果を増強する工夫や新たな抗癌剤の開発発見が求められている．
近年，癌抑制遺伝子として注目されているp刃遺伝子は，多くの悪性腫瘍でその変異が
報告されている燗．肌A損傷により過剰発現するp53蛋白は,DNA損傷が軽度の時には
細胞周期をG1期で停止してDNA損傷を修復するが,DNA損傷が高度で修復不能時には細
胞をアポトー シスに誘導する機能があるⅧ)．このようにp53は細胞増殖の調節やアポトー
シス誘導において重要な役割を担っており,p53の変異が悪性腫瘍の予後にも悪影響を与
えるといわれている'')．すなわち抗癌斉ﾘや放射線は腫瘍細胞のDNA損傷を起こし，その
損傷がアポトー シス性細胞死をもたらすが血)，悪性腫瘍細胞はp53の変異によりアポトー
シスを回避し，化学療法や放射線療法に対して抵抗性を有するようになっていると考え
られている過)．骨肉腫においてもp53は高率に変異が認められ別)~16),p刃遺伝子の異常が予
後と相関すると言われている'7)~釦)．また,ヒト骨肉腫細胞に野生型p刃遺伝子を導入する
と，細胞増殖は抑制され，放射線感受性が増強することも報告されている2')2刀．しかし，
ヒト骨肉腫細胞に野生型p丘3遺伝子を導入して，抗癌剤に対する感受性の変化を検討し
た報告は未だない．本研究では，ヒト骨肉腫細胞に野生型p刃遺伝子を導入することによ
る細胞増殖能，および骨肉腫に対する重要な抗癌剤であるシスプラチンの殺細胞効果の
変化ついて検討した．さらに，剛A修復阻害物質であるカフェイン併用時のP53蛋白の
発現抑制効果と殺細胞効果増強に与える影響についても検討した．
対象および方法
1.実験に用いた培養細胞株
ヒト骨肉腫培養細胞株OST,HOS,Saos2の3株を用いた.OSTについては当教室で樹
立継代培養したものを用い,HOSとSaos2についてはアメリカン・タイプ・カルチャー・
コレクション(Rockville,USA)より入取した.OSTではp亙頒伝子は野生型で，正常型
p53蛋白を発現し,HOSではp刃遺伝子は変異型で，変異型P53蛋白を発現し,Saos2では
”3遺伝子は欠失し,p53蛋白の発現は全く認めないことが報告されている叩4).各細胞株
は，加熱失活処理した10％仔牛胎児血清(fetalbovmesemm)(大日本製薬，大阪),
100単位(unm,U)伽ペニシリン（萬有製薬，東京),100"gimlストレプトマイシン（明
治製薬東京）を含んだダルベッコ変法イー グノ略地(DulbeccoIsmodifiedEagleismedmm)
（日水製薬，東京）を用いて，湿潤37℃,5%CO2の条件下で培養した．細胞浮遊液の
調整にはトリプシン(0.25%溶液）のみ，またはトリプシンsEDI汎溶液を用いた．
IIo薬剤
薬剤としてシスプラチン(cisplatm,CDDP)(日本化薬，東京）とカフェイン（無水カ
フェイン）（和光純薬，大阪）を用いた．
III．PcDNAとp夕3発現プラスミドpNSXR
ネオマイシン耐性遺伝子をコー ドする発現ベクター pcDNA(pcDNA3.1(+),InvitrOgen,
S肌Ⅸego,USA)とネオマイシン耐性遺伝子，および野生型pゴヨCDNAを担うpNSXR
（金沢大学癌研究所，病態生理部，山本健一教授より供与された）を使用した.pcDNA
とpNSXRはともにサイトメガロスウイルスプロモー ター /エンハンサー とSV40プロモー
ターを．－Fし，両プラスミドのネオマイシン耐性遺伝子はSV40プロモーターの下流に，
一方,pSaCDNAはサイトメガロスウイルスプロモーター/エンハンサーの下流に挿入さ
れている.pNSXRの大量調整にあたって，大腸菌JM109にDNAをトランスフェクション
し,150mlIB培地（トリプトン10g,イーストイクストラクト5g,塩化ナト'ノウム5g,
アンピシリン50"g/ml,pH7.6)で37℃,12時間培養した．集菌後，ペレットを緩衝液
II50mMTriS-HCl(pH8.0),10mMEDM,100"gimlRNascA(Sigma,St.LouiS,USA)]
10皿に懸濁した．アルカリ液(200mM水酸化ナトリウム,1%SDS)10皿を加え，室温
で5分静置した．この溶液に3M酢酸カリウム(pH5.5)10mlを加え，氷冷20分後，ベッ
クマン60'IYロー ター (BeckmanInstr.,Fullerton,USA)を用いて,4℃,35,OOOrpm,30分
間遠心をおこなった．上清を取り，プラスミド精製用キットQIAGEN-dp500(QIAGEN,
Valencia,USA)カラムで分画した．溶出は緩衝液II[50mMTriS-HCl(pH8.5),15%
エタノー ル,1.25MNaCl]13mlで行った．プラスミF溶出液(12'nl)に8.4mのイソプロ
パノールを混合後，直ちに4℃,2,OOOrpm,30分間遠心を行った．沈殿を70%エタノー
ルで1回リンスして風乾した．少量のTEI10mM乃is-HCl(pH8.0),1mMEDM]に溶解
し，濃度4'ng/mlに調整した．
Ⅳ．野生型pS3遺伝子の安定導入
各骨肉腫細胞株を2xlO5個加lの密度で60mmシャー レ(Commg,Cambridge,USA)に
播種し，24時間培養後，リポフェクション法で野生型pﾖ遺伝子の導入を行った．リン酸
緩衝生理食塩水(phosphate-bufferedsaline,PBS)1mlに,pNSXR20"gを溶解し,1"mol
のカチオニックリポソーム（ジーントランスファー，和光純薬）と混合して作ったリポ
ソー ム懸濁液を各々 100"lずつディシュに添加し，さらに16時間培養した.対照プラスミ
ドとしてpcDNAを同様に導入した.16時間培養後に新鮮培地に交換し，さらに24時間培
養後，細胞を25cm2のフラスコ(Commg)に移し換え，最終濃度500"gimlのG418
(Geneticin,Sigma)添加培地で4週間選択培養した．それぞれ生じた3～8個のG418耐性
コロニーから単一コロニーを分離した．得られた細胞株を親細胞株と区別して,p53発現
プラスミドpNSXRを導入した細胞株をOS恥53,HOS/p53,Saos2/P53とし，一方，対照
プラスミドpCDNAを導入した細胞株をOS恥cDNA,HOS/pcDNA,Saos2/pcDNAとして以
下の実験に用いた．
V.逆転写-PCR(reversctranscription-PCR,
RT-PCR肢を用いたp33mRNA発現の検索
総RNAの抽出精製は,Chomc勾′nskiら2s)の方法に基づいて調整されたRNA抽出用試薬，
アイソジェン（ニッポンジーン，東京）を用いた.RT-PCR反応は,DNase処理後5"gの
RNAを鋳型とし，ランダムヘキサマー をプライマー として逆転写酵素(LifeTcclmologieS
hc.,Rockville,USA)によりCDNAを合成した．次にアポトー シス関連遺伝子群増幅用
キットAPO-MOSO(MBI,SanFrancisco,USA)を用いて,TnqEXDNAポリメラー ゼ
（宝酒造，草津）でcDNA断片の増幅を行った．内部コントロー ルにはグリセルアルデヒ
ドー3-リン酸脱水素酵素(glyceraldehyde-3-phosphatc-dchydrogenaSe,GAPDH)を用い，プ
ライマー としては既製品(CLONTECHLaboratorieslnc.,PaloAltO,USA)を使用した．
その塩基配列として，センスプライマーは
5'-TGAAGGTCGGAGTCAACGGATITGGTL3!,アンチセンスプライマーは
5!-CATGTGGGCCATGAGG五℃CACCAC-3!であった.PCR反応にはサー マル・コントロー
ラー PTC-100(MJRcsarch,Watertown,USA)を用いて,94℃で5分間の熱変性後,94
℃で1分間60℃で1分間72℃で2分間の3ステップを1サイクルとして35回増幅した．
増幅後のPCR反応産物を2%アガロースゲルで電気泳動し，エチジウムブロマイFで染色
後，紫外線照射装置FN-2660-00(フナコシ，東京）を用いて検出した.各バンドの同定に
は，上記キットの陽性対照を用いた．
VI．ウエスタンプロット
各細胞株の細胞数を1xlO"mlに調節し,PBSで洗浄後，細胞溶解液AISOmM'nis-HCl
(pH7.5),150mM塩化ナトリウム,1%ノニデットP-40,1%デオキシコー ル酸ナトリウム，
0.05%SDS]500"1に溶解後，超音波処理し,0℃,15,000回転,10分間遠心した.得
られた上清を採取し，一部をプロテインアッセイキット(Bio-RadLaboratories,
Richmond,USA)を用いて蛋白定量を行った．電気泳動はIzennuら麺)のSDS-PAGE法で
行った．得られた蛋白(5"g)を試料溶解液[50mM'Iiis-HCl(pH6.8),10%グリセロー
ル,2%SDS,0.03%ブロモフェノー ルブルー ,6%B-メルカプトエタノー ル］と混合し，
90℃，5分間の熱変性を加え,15%SDS-PAGEを行った．電気泳動終了後，アクリルア
ミドゲル上に分離された蛋白をニトロセルロー ス膜(ClearBlotMembranc-P,アトー ，東
京）ヘ転写し，1％スキムミルクを溶解した0.05％ツイー ン2噸加PBSでブロッキングを行っ
た．1次抗体として10,000倍に希釈したウサギ抗ヒトp53ポリクロー ナル抗体RSP53(ニチ
レイ，東京）を4℃で24時間反応させた．反応後，膜を0.05％ツイー ン20添加PBSで洗
浄し，ビオチン標識抗ウサギIgG抗体を室温で1時間反応させた．膜を0.05%ツィーン20
添加PBSで洗浄した後，化学発光基質キット(Supersignal,Pierce,USA)で反応させ，
3分間感光フィルムヘ露光し検出した．蛋白分子量マー カー としてPreStamedSDS-PAGE
Standards(LowRange,Bio-RadLaboratories)を用いた．
VII.細胞増殖曲線と細胞倍加時間
各細胞株からの単離細胞浮遊液(1xlOi/ml)を調整し，直径100nnのシャー レ(Commg)
に播種してから，12時間後より5日間培養した．培養開始から24時間毎にトリプシン
ー即T泡処理より，単離細胞を回収し，トリパンブルーで染色し，非染細胞を生細胞とし
て血球計算板でカウントした．細胞倍加時間は各細胞1日につき3枚のシャーレの生細胞
数から平均値を求めて片対数グラフにプロットし，対数増殖期のグラフの傾きから求め
た．
VIIIo抗癌剤感受性試験
対数増殖期にある細胞をトリプシン-EDTA処理後,1X104/inlに調整し，この細胞浮遊液
を96穴平底マイクロプレート（岩城硝子，東京）に各穴100"lずつ分注した.24時間後
にシスプラチンの希釈系列を加えた系と薬剤を加えないコントロールを湿潤37℃，
5%CO2存在下で1時間培養後，培養液を捨て，新たに培養液のみおよび0.5mMのカフェ
インを含んだ培養液を加え，湿潤37℃,5%CO2存在下で72時間培養した．培養後に
WST-1溶液（セル・カウンティング・キット，和光純薬）を各穴10"lずつ加え,90分処
理後に各穴の吸光度を自動吸光度計EAR340AT(SIjILLabmSmmentS,Viema,AuStria)
を用いて測定波長450nm,対象波長630mで測定した．薬剤を含まないものの吸光度をコ
ントロール(100%)とし，シスプラチンの希釈系列を加えた系の吸光度をコントロール
に対する百分率で表し，薬剤感受性を求めた．各シスプラチン濃度に対する生存率をプ
ロットして細胞生存曲線を描き，生存率を50％減少させる薬剤の濃度(concentrationof
CDDPthatinhibitscengrowthby50%,ICso)を求め，薬剤感受性の指標とした．薬剤感
受性試験はすべて6回行い，それぞれの試験ごとに求めたIC釦値の算術平均を，各細胞株
の各薬剤に対するIQ｡(±SD)とし各細胞株間で比較検討した．
IX・酵素免疫測定法(ELISA)によるPS3蛋白の定量
各細胞株の細胞1xlO桐を150Cmn2培養フラスコ(Coming)に播種し,24時間後に濃度5.0
"gimlのシスプラチンを加え，湿潤37℃,5%CO2存在下で1時間培養した．培養液を捨
て，新たに培養液のみおよび0.5mMのカフェインを含んだ培養液を加えた.それぞれ6時間
培養後にトリプシン-EDTﾊ処理を行い，細胞を回収した.PBSで洗浄後，細胞溶解液
ASOO"lに溶解後，超音波処理し,0℃,15,000回転,10分間遠心した．得られた上清
（蛋白抽出液）を採取し，プロテインアッセイキットを用いて総蛋白量を定量した.p53
蛋白の定量測定としてp53EIAキット（ニチレイ，東京）を用い，キットの手順に従って
操作をすすめた．まず，キットに添付の96穴マイクロプレートの各穴に蛋白抽出液を10
皿ずつ分注し，次に酵素標識抗体液を100"1ずつ加え混和後，室温で一晩反応させた．
マイクロプレートを生理食塩水で十分洗浄し，発色液を100"lずつ加え，室温で2時間反
応させてから反応停止液を加えた．各穴の吸光度を自動吸光度計EAR340ATを用いて測定
波長450Ⅲ，対象波長650mで測定した．マニュアルに従い，あらかじめ測定しておい
た検量線からp53蛋白濃度オングストロー ム・ユニット(angstromunit,A.U.)伽を求め，
抽出した蛋白mgあたりのP53蛋白濃度AU.img蛋白(Protem)に換算した（検出限界は
10AU."ng蛋白).1回の実験は2穴の吸光度の平均値をもってその実験におけるP53蛋白
濃度AU./ing蛋白の値とした．試験はすべて6回行い，それぞれの試験ごとに求めたp53
蛋白濃度A.U./mg蛋白の算術平均を各細胞株間で比較検討した．
X.アポトーシスの観察
1．ターミナル・デオキシヌクレオチジル。トランスフェラーゼ加ビオチンーデ
オキシウリジン-S'-三リン酸ニック末端標識(terminaldeoxynucleotidyl
transfcrase-mediatcddUTP-biotinnickend.labeling,TUNEL)法
TUNm法刀)はアポトー シスとそれに伴うDNA鎖切断を定量化する方法で,DNA3!末端
標識をins伽アポトー シス検出キット(Oncor,Gaithersburg,USA)を用いて行った．細胞
1xl0桐を直径60mmのシャー レに播種し,24時間後に5"gimlの濃度のシスプラチンを加
えて1時間処理してから培養液を吸引し，それぞれ培養液のみおよび0.5mMのカフェイン
を加えた培養液で72時間培養した．また対照としていずれの薬剤も作用させなかったも
I
のと，カフェインのみを加えた培養液で72時間培養したものを作成した．トリプシン処
理をして回収した単離細胞浮遊液を1,500回転で遠心後，沈殿をPBS2mlに浮遊させ,1ml
の2％アガロースゲルを加えて固化させた．さらに，70％エタノールで24時間脱水後，パ
ラフィン包埋して薄切切片を作製した．脱パラフィン後，マニュアルに従い，蛋白消化
と内因性ぺルオキシダーゼの不活性化を行いターミナル・デオキシヌクレオチジル・トラ
ンスフェラーゼ(tern血aldeoxynucleotidyl廿加sferaSe,'IaT)を37℃,1時間作用させた．反
応停止後，ペルオキシダーゼ標識抗ジゴキシゲニン抗体を室温で30分間反応させた．発
色は3,3'-ジアミノベンチジン・テトラヒドロクロライF(3,3!-diaminobemidine
tetrallydrochloride)(和光純薬）で行った．陽性対照にはヒト扁桃を用い，陰性対照には
'IUTを含まずにⅢT緩衝液のみで処理した切片を用いた．細胞数200個中のmNEI染色陽
性細胞の数を求め，その百分率をアポトーシス指数とした．各検体につき，6つの異な
る視野で計測し平均値を求めた．
2.DNA抽出とDNAラダーの観察
細胞1X104個を直径60mmのシャー レに播種し,24時間培養後5"gimlの濃度のシスプラ
チンを加えて1時間培養してから培養液を吸引し，それぞれ培養液のみ，および0.5mMの
カフェインを加えた培養液で72時間培養した．また，対照としてシスプラチンとカフェ
インのいずれも作用させなかったものと，シスプラチンを作用させずに0.5mMのカフェ
インを加えた培養液で72時間培養したものを作成した．トリプシン処理をして回収した
単離細胞浮遊液を遠心後，細胞溶解液B[50mMトリス塩酸(pH8.0),100mMm亜h，
100mM塩化ナトリウム,1%SDS]を用い，核酸を抽出した．その後，プロティナーゼK
(Sigma)を加え37℃,16時間の蛋白消化と剛aseAによる2時間のⅢA分解を行い,フエ
ノールークロロホルム抽出［フェノール：クロロホルム：イソアミルアルコール＝25：24：
1]とエタノール沈殿によりDNAのペレットを得た．各ペレットは風乾後亜E溶液20"lに溶
解し，各10"lを2%アガロースゲル上で100Vi30分間電気泳動した．電気泳動後ゲルを
エチジウムブロマイドにて30分間染色し，紫外線照射下で写真撮影してDNAラダーを観
察した．
XI.統計学的分析
2群間の有意差はSmdentIsのt検定を用いて判定し，測定値はすべて平均値±標準偏差
(王±SD)で示した．危険率1%未満をもって有意差ありと判定した．
成績
I.RT-PCR
pSamRNAの発現をRT-PCRで解析した（図1).各細胞株においてp53とGAPDHの
RILPCR生成物は，それぞれ200塩基対と983塩基対の単一のバンドとして検出された．
pSヨ遺伝子の欠失しているSaos2(3)では,200塩基対のバンドは認められなかったが，
野生型p〃遺伝子を導入後のSaos2/p53(レー ン4)では,200塩基対のバンドが認められるよ
うになった．データとしては示していないが，”3遺伝子を組み込んでいないベクター
pcDNAを導入した細胞株は，親細胞株とバンドの発現に差を認めなかった．
11．ウエスタンプロッI、
薬剤を負荷しない状態における各細胞株のp53蛋白の発現を，ウエスタンプロット法で
検討した（図2）．各細胞株において正常型，変異型とも53kDaのバンドとして認めら
れ,p刃遺伝子導入前後で発現量に明らかな差は認められなかった．p〃遺伝子が欠失し
ているSaos2細胞株ではバンドは認められなかったが,p鰯貴伝子導入後のSaos2/p53細胞
株ではバンドが認められるようになり,p53の蛋白レベルでの発現力確認された．データー
としては示していないが，それぞれの親細胞株とp53が組み込まれていないプラスミドベ
クター藤DNAを導入した細胞株とでは全く差を認めなかった．
1II.増殖曲線と細胞倍加時間
増殖曲線より求めた細胞倍加時間を比較すると，いずれも約25時間でありOST;
OSTｿp53,およびOSTYpcDNA間では有意差は認められなかった．またSaos2,Saos2/p53
およびSaos2/pcDNAの細胞倍加時間はそれぞれ39.4±2.6時間,59.1±1.9時間40.3±2.4
時間であり,SaosZ/p53において有意に増殖速度の低下が認められた(p<0.01).さらに
HOS,HOS/p53およびHOSjpcDNAの細胞倍加時間はそれぞれ31.3±2.3時間,39.2±2.3時
間，32.6±2.7時間とHOS/p53においても有意に増殖速度の低下が認められた(P<0.01)
（図3）．
IV.薬剤感受性の変化
OST;Saos2,HOS細胞株とp"遺伝子を導入した各細胞株を用いて，シスプラチン単
独，またはシスプラチンにカフェインを併用した場合の細胞生存率を調べ（図4），シ
スプラチンに対するIC釦値で整理した成績を表1に示した．シスプラチンに対する殺細胞
効果を比較するとOST,OSTｿP53およびOSTYpcDNA間ではいずれも有意差を認めなかった．
またHOS,HOSjp53およびHOS/pcDNA間においても有意差は認められなかった.Saos2
とSaos2/pcDNA間では有意差がみられなかったが,Saos2とSaosZ/P53の比較では有意差が
認められ(p<0.01),Saos2/P53はSaos2に比べてシスプラチンに対する殺細胞効果が2.2倍
増大していた．さらに，カフェインを併用した場合の殺細胞効果についてもSaos2/p53で
はSaOs2,SaosZ/pcDNAと比較して有意に増大していた(p<0.01).OSTyP53,HOS/p53
ではいずれもOST;OST7PcDNAおよびHOS,HOS/pcDNAと比較して殺細胞効果の増強に
有意差は認められなかった．
V.薬剤によるpS3蛋白発現量の変化
親細胞株と野生型p鰯宣伝子を導入した細胞株について，シスプラチン単独，またはシ
スプラチンにカフェインを併用した場合のp53蛋白の発現量をELISA法を用いて定量した
（図5).OSTではシスプラチンのみを作用させた場合,p53蛋白の発現量は100.8
5.7AU./mg蛋白であり，カフェインを併用した場合は,88.0±6.8AU.img蛋白とp53の発現
量が有意に抑制された(P<0.01).OSTｿp53においても同様にカフェインによってp53の
発現量が有意に抑制された(p<0.01).Saos2ではシスプラチンのみ作用させた場合およ
びカフェインを併用した場合のいずれも検出限界以下の値であった.Saos2/p53ではシス
プラチンのみ作用させた場合,p53蛋白は120.1±10,3A.U./mg蛋白と発現が認められ，カ
フェインを併用した場合は，94.6±10.3AU./mg蛋白とp53の発現量が有意に抑制された
(p<0.01).HOSおよびHOS/P53ではカフェインによるp53の発現量の抑制は認められなかつ
た．
Ⅵ、抗癌剤効果増強に対するアポトーシスの関与
野生型”3遺伝子の導入により，シスプラチンによる殺細胞効果，およびカフェイン併
用による殺細胞効果の増強が認められるようになったSaos2/p53について，アポトー シス
誘導の増強が認められるかどうかを検討した.TUNH法においてシスプラチン単独，お
よびカフェインを併用した場合の陽性細胞の割合は,Saos2/P53では，それぞれ平均
14.5％，13.8％であり,Saos2の平均7.0%,6.8%と比較して有意に増大した(p<0.01)
（図6）．さらにS帥s2,およびSaos2/P53のいずれもシスプラチン単独,およびカフェイ
ンを併用した場合，アポトーシスを反映する約180塩基対の整数倍の肌Aラダーが観察さ
れ,Saos2/p53とSaos2の比較ではSaos2/p53の方のDNAラダー が明らかに増強していた．
シスプラチン単独，およびカフェインを併用した場合の比較では,MAラダーの程度に
差は認められなかった（図7）．
考察
キサンチン誘導体であるカフェインは，放射線や紫外線および抗癌剤で損傷された
DNAが修復されるのを障害し，それ自身では細胞毒性を持たない低濃度で作用させても，
殺細胞効果の増強が認められることが試験管内実験や臨床試験で報告されている記)~31)．
当講座の土屋は，ヒト骨肉腫細胞を用いた実験で，カフェインを抗癌剤と併用するこ
とにより，殺細胞効果が増強されることを報告した犯脚．その成果を1990年より臨床応
用し，術前にはカフェイン併用動注化学療法，術後にはカフェイン併用静注化学療法と
いう従来なかった方法を行い，初診時に遠隔転移のない骨肉腫の症例では，局所有効率
100%，5年生存率は90％と良好な成績を得ている輿)．しかしながら，初診時にすでに遠
隔転移を有している症例では，局所有効率は低く，全例が2年以内に死亡している弱)．
このように，骨肉腫の症例の中には，治療開始時から抗癌剤に抵抗性を示すものがあり，
その克服のためには既存の抗癌剤の効果を増強する薬剤や，新たな抗癌剤の開発発
見が求められている．
近年，癌抑制遺伝子として注目されているpﾇｦはしばしば乳癌,肺癌，大腸癌，膀胱癌，
脳腫瘍，骨・軟部肉腫血液腫瘍を含む多くの悪性腫瘍で変異が報告されている燗．
この遺伝子が異常を起こして正常p53蛋白の機能が失われると，州A損傷が生じた場合に
細胞周期上G1期停止が起こらなかったり，アポトーシス誘導が阻害されることが報告さ
れている”)．このことが細胞の癌化や細胞増殖を促すだけでなく，放射線治療や抗癌剤
治療などの感受性にも影響を及ぼすとされている過)．骨肉腫に関しては,臨床研究におけ
るp53の変異の頻度が18-42%'4)~16)であり,p"遺伝子が異常な場合や免疫染色が陽性，す
なわち変異型P53蛋白が発現している場合には予後が不良であると報告されている刀)~汐).
変異型p丘3遺伝子を有していたり,p"遺伝子が欠失しているために正常なp53蛋白が機能
しない細胞に野生型p丘3遺伝子を導入し，正常型p53蛋白を過剰発現させることにより細
胞増殖が抑制されることが肺癌弱)，乳癌幻)，大腸癌謁)，神経膠腫39)，前立腺癌⑩)などの培
養細胞を用いた実験で報告されている.骨肉腫細胞においても野生型p刃遺伝子を導入し，
細胞増殖に対する影響や放射線感受性の変化について検討した報告がなされている．
Dnlerら21)はp刃遺伝子が欠失したヒト骨肉腫細胞SaosZに野生型と変異型のp刃遺伝子を導
入し，野生型”3遺伝子を導入した細胞において増殖抑制が認められたと報告した．また，
Myakoshiら理)はp"遺伝子が欠失しているヒト骨肉腫細胞Saos2に野生型p〃遺伝子を導
入した場合，親細胞に比べて放射線に対する感受性力贈加したクローンと低下したクロー
ンが生じたことから，正常型p53蛋白の発現が放射線に対する感受性を決定する一つの因
子であると報告した．これまで，ヒト骨肉腫細胞に野生型p刃遺伝子を導入し，抗癌剤
感受性の変化について検討した報告はないそこで本研究では，ヒト骨肉腫細胞に野生
型”3遺伝子を導入し，正常p53蛋白を発現させることにより，細胞増殖能，シスプラチ
ンによる殺細胞効果の変化，さらにDNA修復阻害物質であるカフェイン併用時のP53蛋白
の発現抑制効果と殺細胞効果増強に与える影響について検討した．
今回の実験において,p53蛋白が欠失しているSaos2に野生型p刃遺伝子を導入した場合
に，正常型p53蛋白の発現が認められるようになり，シスプラチンによる殺細胞効果の増
強およびアポトーシス誘導の増強が認められた．しかしながら,HOSとOSTについては
野生型p丘3遺伝子を導入してもシスプラチンによる殺細胞効果の増強は見られなかった．
これはOSTとHOSでは，すでにそれぞれ野生型，変異型p.Jﾖ遺伝子を有し,p53蛋白を発
現していることによりp53蛋白の過剰発現が生じず，特にHOSではドミナント・ネガティ
ブ効果4')の影響が考えられた．すなわち，元来存在する変異型p53蛋白と遺伝子導入によっ
て発現するようになった正常型p53蛋白が結合することにより，正常型p53蛋白の機能が
失われるという効果である．抗癌剤の殺細胞効果とp53蛋白の状態の関係については，正
常型p53蛋白が発現しているとアポトーシス誘導により殺細胞効果が増強されるという報
告偲脚もあれば，逆に正常型P53蛋白が発現しているとG1停止が誘導され,DNA修復が行わ
れるために殺細胞効果が減弱するという報告"洲もある.Weller46)は抗癌剤によるDNA損
傷が生じた場合に,G1停止を誘導してDNA修復を行うか，アポトーシスを誘導するかは，
抗癌剤の種類,DNA損傷の程度ならびに細胞の種類によって異なると報告している．
正常型p53蛋白は細胞周期上のチェックポイント監視，アポトーシス誘導以外に，
DNA複製,DNA修復，遺伝子の転写修飾ならびに安定性維持など多くの機能を有するこ
とが明らかとなってきている幻)が，剛A損傷後において，細胞周期はG1期だけでなくG2
期でも停止し,DNA修復のために細胞周期の進行を止めることが知られている妃).G2期
停止については不明な点が多いが，最近,p53蛋白の誘導がG2期停止も引き起こすこと
から,P53依存のG2期停止機構の存在を示唆する報告がされている⑲)~鬼).カフェインは
これまで放射線，紫外線や抗癌剤による肌A損傷が生じた際にG2期停止を阻止し，細胞
周期を進行させ，未成熟分裂から細胞死を導くことが報告されている弱).p53とカフェイ
ンの関係についてKas剛ら輿)は野生型p"遺伝子を有し，正常型p53蛋白を発現するヒト骨
髄芽球白血病細胞にカフェインを加えてから放射線照射したところ,p53蛋白の過剰発現
が抑制されたと報告した．本研究においても，シスプラチン処理後にカフェインを作用
させることにより，正常型p53蛋白を発現している細胞株では,p53蛋白の発現が有意に
抑制された．そのため，生じた州A障害がG1期でもG2期でも修復されずに細胞周期が
進行し,シスプラチン単独処理に比べて殺細胞効果の増強につながったと考えられた．力
フェインとアポトー シスの関係について,Effe曲ら55)は野生型P53蛋白を発現しているが，
c-Fos,c-Wc,ならびにBcl-2などのアポトー シス関連蛋白の発現状態が異なる種々 の
ヒト骨髄性白血病細胞株を用いた研究を行った結果，放射線照射またはシスプラチンに
カフェインを併用した場合のアポトーシス誘導の増強には,p53蛋白以外のアポトーシス
関連蛋白の影響が示唆されると報告した．今回の実験から，野生型p刃遺伝子の導入によ
b,P53蛋白を発現するようになったSaos2/p53において，シスプラチンのみを作用させ
た場合とシスプラチンにカフェインを併用した場合を比較すると，アポトーシス陽性細
胞の割合に有意差は認められなかった．これはカフェインによりp53蛋白の発現が抑制さ
れ,p53蛋白を介するアポトーシスは抑制されたが，シスプラチンとカフェインを併用し
た場合には，逆にp53蛋白を介さないアポトーシスが増強するため，全体としてアポトー
シス陽性細胞の割合に差がなかったと推測された．今後はc-Fos,c-恥'C,ならびにBcl-2
などのP53蛋白以外のアポトーシス関連蛋白の発現状態についても解析していく必要があ
る．
骨肉腫において，個々の細胞のp丘3遺伝子の状態とシスプラチンに対する薬剤感受性は
異なると考えられる.P53蛋白の状態に関わらず，もともとシスプラチン対する感受性が
高い細胞では，シスプラチン単独でも十分な殺細胞効果が期待できる．次にp気3遺伝子が
野生型でシスプラチンに対する感受性が低い場合は，シスプラチンによる剛A損傷が軽
度であり，細胞周期を停止しDNA修復が行われる．この場合，カフェインを併用するこ
とにより正常型p53蛋白の発現を抑制し，洲A修復のためのG1停止およびG2停止を抑制
して未成熟分裂を誘導したり，カフェイン併用によるp53蛋白を介さないアポトーシスを
誘導することにより殺細胞効果の増強が期待できる･p凪遺伝子が変異または欠失してい
てシスプラチンに対する感受性が低い場合は，野生型p丘3遺伝子を導入して正常型PS3蛋
白を発現させることにより，シスプラチンに対する感受性を高めたり，カフェインを併
用することにより，さらに殺細胞効果の増強が期待できると考えられた．以上より，全
体としての殺細胞効果を考えた場合,p53蛋白の機能が正常である細胞にシスプラチンと
カフェインを併用した場合が，最も殺細胞効果が高いということが予想された．
本研究から，正常型p53蛋白を発現していないヒト骨肉腫細胞に野生型p.B遺伝子を導
入し，正常型p53蛋白を発現させることにより，細胞増殖を抑制したり，シスプラチン
によるDNA損傷に対してp53を介するアポトーシスを誘導して，殺細胞効果を高められる
ことが示された．さらに，シスプラチンにカフェインを併用することで殺腫瘍細胞効果
をさらに増強させることが可能であることが明らかとなった．
結論
癌抑制遺伝子pタヨの状態が異なる3種類のヒト骨肉腫細胞に，野生型p刃遺伝子を導入し，
p53蛋白の発現量細胞増殖能，シスプラチンによる殺細胞効果の変化，さらにDNA
修復阻害物質であるカフェイン併用時のp53蛋白の発現抑制効果と殺細胞効果増強に与え
る影響について検討し，以下のような結果を得た．
1.正常p53蛋白を発現するOST細胞株では，野生型p刃遺伝子の導入前後でp53蛋白の発
現量，細胞増殖能，およびシスプラチンの殺細胞効果に変化は認められなかった．また，
野生型p〃遺伝子導入前から認められていたカフェイン併用時のp53蛋白の発現抑制効果
ならびに殺細胞効果増強に関して変化は認められなかった．
2.変異型P53蛋白を発現するHOS細胞株では，野生型p〃遺伝子の導入後に細胞増殖速
度の低下が認められたが,p53蛋白の発現量，細胞増殖能，およびシスプラチンの殺細
胞効果に変化は認められず，さらに，カフェイン併用時のp53蛋白の発現抑制効果および
殺細胞効果増強に関しても変化は認められなかった．
3.p〃遺伝子が欠失し,p53蛋白の発現を全く認めないSaos2細胞株では，野生型p刃遺
伝子導入後のSaos2/p53細胞株において,p53蛋白の発現が認められるようになり，細胞
増殖速度の低下，およびシスプラチンの殺細胞効果の増強が認められた．また,カフェイ
ン併用時のP53蛋白の発現抑制効果ならびに殺細胞効果の増強も認められた．
4.殺細胞効果の増強が認められたSaos2/p53細胞株では,Saos2細胞株に比べ，シスプ
ラチン単独処理時，およびカフェイン併用時のいずれにおいても,TUNEL法ならびに
DNAラダーの観察によりアポトーシス誘導の増強が認められた．
以上の結果から，正常型p53蛋白は，細胞周期の調節，およびシスプラチン処理時の
アポトーシス誘導を含む多機能な作用を有することが確認された．さらに，カフェイン
併用時のシスプラチンに対する殺細胞効果の増強には，正常P53蛋白の発現が必要である
ことが明らかとなった．このことから，”3遺伝子の異常のため，化学療法に抵抗性を
示すヒト骨肉腫症例に対して，野生型p丘3遺伝子を用いた遺伝子治療とカフェイン併用化
学療法により,さらに抗癌剤感受性が増強される可能性が示唆された．
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